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AIA/IAA = Ácido Indol – 3 –Acético / Indole – 3 – Acetic Acid  
AIP / IPA = Ácido Indol – 3 – Piruvato / Indole – 3 – Pyruvate 
ABA = Abscysic Acid (Ácido Abscísico) 
DEGs = Differentially Expressed Genes (Genes Diferencialmente Expressos) 
DNA = Deoxyribonucleic Acid (Ácido Desoxirribonucleico) 
GA = Giberelina 
GO = Gene Ontology (Ontologia Gênica) 
PGPB = Plant-Growth Promoting Bacteria (Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal)  
RNA = Ribonucleic Acid (Ácido Ribonucleico): 
 mRNA= RNA mensageiro 
 rRNA = RNA ribossômico 
 tRNA = RNA transportador 
TF = Transcription Factors (fatores de transcrição) 























Uma forma de elevar a produção vegetal sem aumentar a área plantada é através do uso de 
bactérias promotoras de crescimento vegetal. Entre essas bactérias estão as do gênero 
Azospirillum, encontradas na rizosfera de gramíneas e cereais, tanto em climas tropicais como em 
climas temperados. As principais características das bactérias desse gênero são a capacidade de 
fixar nitrogênio e a de produzir fitormônios, estimulando, assim, o crescimento das plantas. O 
presente estudo teve como objetivo melhorar a compreensão sobre a interação de Azospirillum e 
milho, em nível genético, em relação à ação do ácido indol-3-acético (AIA) nas plantas. Esse 
fitormônio é muito importante para o crescimento vegetal, principalmente através da estimulação 
da produção de raízes secundárias. Para esta finalidade, foi aplicado nas plantas o composto 
químico Yucasin [5-(4-chlorofenil) -4H-1,2,4-triazol-3-tiol], que é um potente inibidor de uma das 
enzimas da principal via de produção de AIA pelas plantas, a YUCCA. Plântulas de milho, 
inoculadas ou não com Azospirillum brasilense FP2, foram submetidas ao tratamento com Yucasin 
por 5 horas. Amostras de raízes de cada condição experimental foram utilizadas para a extração 
de RNA e para a construção das respectivas bibliotecas de cDNA. Uma vez que a metodologia 
utilizada foi de Dual RNA-seq, fez-se necessário o aprimoramento da forma de análise dos dados 
gerados após o sequenciamento das bibliotecas de cDNA, constituídas de amostras de RNA de 
ambos os organismos. Apesar de a maioria dos trabalhos de Dual RNA-seq utilizar a análise 
sequencial dos dados, a análise combinada, na qual se compara simultaneamente os dados, parece 
ser a mais indicada. Nesse tipo de análise, as bibliotecas são alinhadas contra um arquivo composto 
pelos genomas de ambos os organismos de forma concatenada, antes da etapa de mapeamento das 
sequências contra os respectivos genomas anotados. Para verificar a eficácia da metodologia 
combinada em relação à sequencial foram utilizadas bibliotecas de cDNAs disponíveis em bancos 
públicos e bibliotecas oriundas de um experimento prévio realizado em nosso laboratório. A 
metodologia sequencial atribuiu um número maior de sequências ao primeiro genoma utilizado 
(devido ao mapeamento cruzado) do que a metodologia combinada. Também, a quantidade de 
mapeamento cruzado foi menor na análise combinada do que na sequencial, evidenciando a 
importância da utilização da análise combinada em experimentos de Dual RNA-seq, a fim de se 
evitar a perda de informações, principalmente em relação ao organismo procariótico. A análise 
combinada foi aplicada para analisar as bibliotecas de cDNA do experimento Azospirillum-milho, 
na presença ou não de Yucasin. Com essa metodologia foi possível observar em milho genes 
diferencialmente expressos que codificam proteínas da via de resposta ao ácido abscísico (ABA) 
e fatores de transcrição evolvidos nas respostas a estresses bióticos e abióticos. Esses resultados 
indicam que a planta respondeu à presença da bactéria e do Yucasin. Dados fisiológicos mostraram 
que o AIA produzido pela bactéria foi suficiente para recuperar o fenótipo das plantas submetidas 
ao tratamento com Yucasin. Com relação à bactéria, foram identificados genes diferencialmente 








 One way to increase crop yields without increasing planted area is through the use of 
plant growth-promoting bacteria. These include bacteria of the genus Azospirillum found in the 
grass and cereal rhizosphere in both tropical and temperate climates. The main characteristics of 
bacteria of this genus are the ability to fix nitrogen and to produce phytohormones, thus stimulating 
plant growth. The present study aimed to improve the genetic understanding of the interaction of 
Azospirillum and maize concerning the action of indole-3-acetic acid (IAA) on plants. This 
phytohormone is very important for plant growth, primarily through the stimulation of secondary 
root production. For this purpose, the chemical compound Yucasin [5-(4-chlorophenyl) -4H-1,2,4-
triazol-3-thiol], which is a potent inhibitor of one of the enzymes (YUCCA) of the major plant 
production AIA pathway, was applied to the plants. Corn seedlings, inoculated or not with 
Azospirillum brasilense FP2, were submitted to treatment with Yucasin for 5 hours. Root samples 
from each experimental condition were used for RNA extraction and construction of the respective 
cDNA libraries. Since the methodology used was Dual RNA-seq, it was necessary to improve the 
analysis of the data generated after the sequencing of cDNA libraries, consisting of RNA samples 
from both organisms. Although most Dual RNA-seq works use sequential data analysis, combined 
analysis, in which data are simultaneously compared, seems to be the most appropriate. In this 
type of analysis, libraries are aligned against a file composed of the genomes of both organisms in 
a concatenated manner prior to the sequence mapping step against their annotated genomes. To 
verify the effectiveness of the combined methodology in relation to the sequential, we used 
libraries of cDNAs available in public banks and libraries from a previous experiment performed 
in our laboratory. The sequential methodology assigned more sequences to the first genome used 
(due to cross-mapping) than the combined methodology. Also, the amount of cross-mapping was 
lower in the combined than in the sequential analysis, evidencing the importance of using the 
combined analysis in Dual RNA-seq experiments, in order to avoid information loss, especially 
about the prokaryotic organism. The combined analysis was applied to analyze the cDNA libraries 
of the Azospirillum-maize experiment, with or without Yucasin. With this methodology, it was 
possible to observe in maize differentially expressed genes that encode abscisic acid (ABA) 
response pathway proteins and transcription factors involved in responses to biotic and abiotic 
stresses. These results indicate that the plant responded to the presence of bacteria and Yucasin. 
Physiological data showed that the AIA produced by the bacterium was sufficient to recover the 
phenotype of plants subjected to treatment with Yucasin. For bacteria, differentially expressed 








1. Revisão bibliográfica 
1.1. O Milho (Zea mays) 
O milho (Zea mays) é uma planta originada no México e que possui variedades adaptadas a 
diversos ambientes terrestres, sendo uma das culturas de maior importância mundial (Fornasieri 
Filho, 1992). O Brasil, segundo dados da Organização das Nações Unidas para a Alimentação e 
Agricultura (FAO, 2016), apresentou, em 2016, a terceira maior produção mundial de milho, atrás 
somente de Estados Unidos e China. O milho cultivado no Brasil é insumo para diversos produtos 
e seu principal uso (entre 70 e 80%) é como ração para suínos e aves (Duarte et al. 2015) . Tal fato 
é importante na medida em que contribui, indiretamente, com a alimentação humana, pois, ao ser 
usado como alimento para suínos e aves, esse milho ingerido por estes animais auxilia na formação 
das reservas proteicas dos mesmos que serão, após o abate, consumidas por humanos. O milho, 
além de contribuir de forma indireta na alimentação humana, contribui também de forma direta ao 
ser consumido in natura ou processado.  
A cultura do milho apresenta demandas nutricionais específicas para seu sucesso e para que 
apresente uma alta produtividade são necessários em média 104 Kg de nitrogênio por hectare 
(Hungria et al. 2010). O nitrogênio é um elemento essencial na constituição de todas as proteínas 
celulares. Dessa forma, a sua disponibilidade no ambiente em uma forma que possa ser 
prontamente absorvida e utilizada pelos seres vivos é primordial à manutenção da vida. Assim, o 
nitrogênio, juntamente com a água, é tido como um fator limitante de crescimento, tanto de plantas 
em ambientes naturais, quanto em plantas cultivadas, como o milho (Zea mays). Entretanto, a 
maior parte dos estoques de nitrogênio do solo se encontra em uma forma não disponível às plantas 
(inorgânica), dependendo de micro-organismos presentes no solo para a conversão deste 
nitrogênio nas suas formas minerais orgânicas (NH4
+ e NO3
-). Estas formas minerais são as formas 
prontamente absorvidas pelas plantas (Poletto, 2004). No entanto, a mineralização do nitrogênio 
não é suficiente para sustentar as altas demandas deste nutriente pelas culturas comerciais, sendo 
necessário realizar a adição de nitrogênio mineral (Weber and Mielniczuk, 2009), o qual, quando 
adicionado ao solo, não é imediatamente absorvido pelas plantas (Machado et al. 1998). Em 
condições normais, as plantas absorvem menos de 50% do nitrogênio mineral adicionado na forma 
de fertilizantes. Isso ocorre porque parte do nitrogênio é perdida por lixiviação deste na forma de 
nitrato, volatilização da amônia e pela emissão de N2 e óxidos de nitrogênio (Bredemeier and 
Mundstock, 2000). O nitrogênio que se perde por lixiviação acaba por se tornar uma das principais 
fontes de poluição dos sistemas vegetais. Além da poluição causada pelo nitrogênio que é 





o consumo de combustíveis fósseis e a emissão de gases para a atmosfera (Weber and Mielniczuk, 
2009). 
1.2.Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (PGPB): 
Bactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPB – Plant-Growth Promoting Bacteria, 
em inglês) constituem um grupo de micro-organismos benéficos às plantas devido à sua 
capacidade de colonizar a superfície de raízes, a rizosfera, a filosfera e os tecidos internos da planta 
(Hungria et al. 2010) e de promover o crescimento vegetal (Verna et al. 2010). Essas bactérias são 
capazes de estimular um maior crescimento vegetal por meio da fixação biológica de nitrogênio 
(FBN), da produção de fitormônios, principalmente ácido indol-3-acético (AIA), vitaminas e 
fatores de crescimento que estimulam o crescimento e a produção das plantas. Acredita-se que 
estas bactérias estimulam o crescimento vegetal por meio da combinação de vários desses 
mecanismos (Babalola, 2010; Hungria et al. 2010; Bashan and de-Bashan, 2010). 
Dentre os fitormônios, o mecanismo de produção de AIA pelas PGPB tem sido um dos mais 
estudados (Yue et al. 2014; Baudoin, 2010; Spaepen et al. 2007; Spaepen and Vanderleyden, 
2010). A principal via de produção desse hormônio em bactérias, assim como em plantas, usa o 
aminoácido triptofano (Trp) como precursor da síntese de AIA (Spaepen et al.2007) (Figura 1). 
Apesar dessa similaridade, não são conhecidos homólogos em PGPB das enzimas envolvidas na 
principal via de produção em plantas. Tal fato indica que a via de produção de AIA evoluiu de 
forma independente em bactérias e plantas terrestres (Yue et al. 2014). Essa evolução convergente 
aponta a importância dessa substância em ambos os grupos. O AIA é usado pelas bactérias como 
uma molécula sinalizadora que permite às bactérias estimular o crescimento radicular e exsudação 
de carboidratos pelas plantas e, assim, criar um ambiente favorável para seu crescimento. Além 
disso, essa molécula está envolvida no processo de quorum sensing das bactérias. Quorum sensing 
é o uso de moléculas sinalizadoras capazes de se difundir pela membrana na comunicação entre as 
células (Crépin et al., 2012). Isso permite que as bactérias percebam a densidade da população e 
controlem suas atividades com base nela. ( Crépin et al., 2012; Yue et al. 2014; Duca et al. 2014; 







Figura 1. Visão geral das vias de produção de auxinas pelas bactérias. Os nomes sublinhados com 
linhas pontilhadas se referem aos nomes das vias de síntese. Os nomes em cinza se referem aos nomes 
das enzimas envolvidas nas reações. IAAId, Indol–3–acetaldeído; IAM, Indol–3–acetamida; IPDC, 






Por fim, as raízes das plantas excretam substâncias capazes de interagir com o sistema de 
quorum-sensing das bactérias, atraindo-as para a rizosfera. As PGPB, ao chegarem à rizosfera, 
colonizam esta região e começam a produzir substâncias que favorecem o crescimento das plantas 
(fitormônios, vitaminas, aminoácidos, fatores de crescimento, regulação da produção de etileno, 
entre outras) (Babalola, 2010). 
Os seguintes gêneros bacterianos possuem membros que fazem parte do grupo das PGPB: 
Acetobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Azoarcus, Azospirillum, Azotobacter, 
Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Derxia, Enterobacter, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, 
Klebsiella, Ochrobactrum, Pantoae, Pseudomonas, Rhodococcus, Serratia, Stenotrophomonas e 
Zoogloea (Verna et al. 2010). Com exceção das bactérias do gênero Rhizobium, as mais estudadas 




Azospirillum é um gênero de bactéria cujos representantes são encontrados em praticamente 
todos os locais do planeta (Hungria et al. 2010). São bactérias gram-negativas de vida livre que 
podem ser isoladas da rizosfera de gramíneas e de cereais, cultivados tanto em climas tropicais 
como em climas temperados (Steenhoudt and Vanderleyden, 2000). Essas bactérias possuem como 
características principais serem capazes de fixar o nitrogênio gasoso (N2) e produzirem fitormônios 
(Cassán et al. 2009). Azospirillum spp. são capazes de fixar o nitrogênio gasoso (N2) em condições 
microaeróbicas e o converter em amônia (NH4
+) (Steenhoudt and Vanderleyden, 2000), que é uma 
das formas minerais do nitrogênio que é prontamente absorvida pelas plantas (Fornasieri, 1992). 
Tal forma mineral é excretada por estas bactérias, o que torna o nitrogênio disponível às plantas. 
A fixação biológica de nitrogênio ocorre por meio do complexo da nitrogenase. Esse 
complexo é formado por duas metaloproteínas: a dinitrogenase redutase (ou Fe-proteína, produto 
do gene nifH) e a dinitrogenase (Mo-Fe proteína, que contém um cofator ferro-molibdênio, 
FeMoco, produto dos genes nifDK) (Steenhoudt and Vanderleyden, 2000). O complexo da 
nitrogenase reduz o N2 à NH4
+, como mostra a equação abaixo (Huergo, 2006): 
𝐍𝟐 + 𝟏𝟎𝐇
+ + 𝟖𝐞− + 𝟏𝟔𝐌𝐠. 𝐀𝐓𝐏 →  𝟐𝑵𝑯𝟒
+ + 𝑯𝟐 + 𝟏𝟔𝑴𝒈. 𝑨𝑫𝑷 + 𝟏𝟔𝑷𝒊 
A Fe-proteína se liga a duas moléculas de MgATP, o que altera a conformação desta, e, 
assim, permite que a Fe-proteína se ligue à Mo-Fe proteína. Uma vez formado o complexo da 





a transferência do elétron ocorre a hidrólise das duas moléculas de MgATP, liberando dois fosfatos 
inorgânicos. O MgADP permanece ligado à Fe-proteína oxidada e o complexo da nitrogenase é 
desfeito. A Fe-proteína é, então, reduzida por um doador de elétrons e os dois MgADP são 
substituídos por outras duas moléculas de MgATP, reiniciando o processo. Esta sequência de 
reações é repetida até que sejam transferidos elétrons suficientes para que o N2 possa ser reduzido 
à NH4
+ (Huergo, 2006), em número de oito (Steenhoudt and Vanderleyden, 2000, Huergo, 2006). 
Após a redução do N2 a NH4
+ ou da obtenção de amônia a partir do meio, a bactéria assimila 
essa amônia por meio da produção de glutamina e glutamato, compostos que irão atuar como 
doadores de nitrogênio nas reações celulares (Arcondeguy et al. 2001). 
Segundo Machado et al. (1998), em experimentos em que se inoculou plantas de milho com 
uma mistura de bactérias promotoras de crescimento vegetal (A. amazonense, A. lipoferum e 
Herbaspirillum seropedicae) em dois regimes de adubação nitrogenada (10 kg ha-1 e 100 kg ha-1), 
em que se consideraram as médias dos tratamentos com e sem inoculação, houve aumento no 
número de grãos, no conteúdo de nitrogênio nos grãos e no total de nitrogênio presente nas plantas. 
Conforme resultados obtidos por Junior et al. (2008), a inoculação com a bactéria Azospirillum 
amazonense em dois híbridos de milho, sob três regimes de adubação nitrogenada (100% NH4
+, 
100% NO3
- e sem Nitrogênio), produziu um aumento na quantidade de matéria seca e nitrogênio 
nas raízes das plantas inoculadas, quando comparadas com as não inoculadas. 
Além de fixar o nitrogênio atmosférico, bactérias do gênero Azospirillum também produzem 
fitormônios (ácido indol-3-acético – AIA; giberelinas – GA3 – Ácido Abscísico, etileno e 
poliaminas) que se acredita serem responsáveis, juntamente com a fixação de nitrogênio, por 
estimular o aumento na massa seca final das plantas (Bashan and de-Bashan, 2010; Perrig et al. 
2007). Por essa razão, desde a sua redescoberta na metade da década de 1970, pela pesquisadora 
Johanna Döbereiner e seus colaboradores (Bashan and de-Bashan, 2010), a interação entre a planta 
e as bactérias do gênero Azospirillum e sua capacidade de fixar o nitrogênio atmosférico tem sido 
amplamente estudada. Desde então, os trabalhos objetivaram elucidar o funcionamento das vias 
metabólicas desta bactéria de forma a entender os processos realizados por ela para fixar o 
nitrogênio atmosférico e para produzir fitormônios (Elmerich et al. 1997; Cassán et al. 2001; 











Figura 2. Mecanismos pelos quais Azospirillum spp. pode melhorar o crescimento das plantas e suas 
possíveis interações agrupadas como processos biológicos. Círculos representam processos contendo 
dados experimentais. Quadrados representam teorias. O tamanho do círculo representa a importância 
relativa de acordo com os dados atuais. Seta sólida: mecanismo(s) que pode(m) criar totalmente a 
promoção de crescimento observada; seta pontilhada: mecanismo(s) que pode(m) apenas explicar 
parcialmente a promoção de crescimento observada. Setas simples: interações comprovadas entre 
diferentes mecanismos; seta de linha dupla: produção direta de moléculas ou processos realizados pela 
célula bacteriana. “?” : não provado ainda, ou provado parcialmente. Adaptado de Bashan e de-Bashan, 
2010. 
 
É bem conhecido que o triptofano (Trp) é o precursor da síntese de AIA em Azospirillum 
brasilense, sendo a enzima indol–3–piruvato descarboxilase (IPDC) a principal responsável por 
esta síntese, e que baixas concentrações de Trp favorecem a síntese do AIA (Reynders e Vlassak, 
1979; Zimmer et al. 1998; Malhotra e Srivastava, 2006; Malhotra e Srivastava, 2008). Segundo 
Ona et al. (2005), a biossíntese de AIA ocorre quando há limitação nutricional (baixas 
concentrações de nitrogênio e de fontes de carbono) e a bactéria se encontra associada com as 
raízes de plantas, o que resulta em baixos níveis de oxigênio e na presença de Trp. Segundo 
Ribaudo et al. (2006), o AIA produzido por A. brasilense durante a interação com o tomate, 
juntamente com o AIA produzido pela planta, é capaz de estimular a síntese de etileno pela planta 
em níveis que não inibem a elongação da raiz e a formação de raízes laterais. Por fim, segundo 
Duca et al. (2014), o AIA é uma molécula de sinalização usada na interação planta-bactéria que 
sustenta a relação simbiótica entre plantas e bactérias benéficas que evoluiu ao longo dos tempos. 
Outros estudos apontaram a capacidade de A. brasilense de produzir as formas ativas de 
giberelinas (GA1 e GA3) (Bottini et al. 2004; Perrig et al. 2007; Salazar-Cerezo et al. 2018) e de 
realizar a 3-β-hidroxilação das formas inativas das 3-β-deoxi GA presente em raízes (Cassán et al. 
2001) 
1.4.Auxinas 
Nos últimos anos, muitos pesquisadores têm estudado os mecanismos de ação dos 
fitormônios no crescimento e desenvolvimento vegetal. Entre os principais grupos de fitormônios 
estudados estão as auxinas (especialmente o ácido indol-3-acético, AIA) (Blakeslee et al. 2005; 
Carraro Et al. 2006; Chen and Gallie, 2010; Hirano et al. 2008; Simon and Petrasek, 2011; Burg 
and Thimann, 1959; Ljung et al. 2001; Ljung et al. 2005; Tanimoto et al. 1995). As Auxinas são 
um grupo de hormônios responsáveis por regularem vários aspectos do desenvolvimento vegetal, 
como o crescimento e a diferenciação celular, estabelecimento da dominância apical, diferenciação 





et al. 2006; Yue et al. 2014). Segundo, Simon and Petrasek (2011), o mecanismo de ação da auxina 
inclui respostas rápidas que não envolvem a expressão gênica e respostas mais lentas que requerem 
a expressão de genes regulados pela auxina, mediada pelas proteínas F-box. 
As auxinas são sintetizadas, principalmente, nos meristemas apicais e em folhas jovens 
(Tromas and Perrot-Rechenmann, 2010) e, também, no meristema apical das raízes, especialmente 
durante a fase de elongação da raiz. Entretanto, a raiz ainda depende da auxina produzida nas 
partes aéreas da planta (Ljung et al. 2001; Ljung et al. 2005). Nas plantas, a principal via de 
produção do AIA é a partir do aminoácido triptofano (Trp). Ao longo dos anos, várias rotas de 
produção de AIA a partir de Trp foram propostas (Zhao, 2010). Nesses estudos, as enzimas 
pertencentes às famílias das Triptofano-aminotransferases de Arabidopsis (TAA) e as das YUC 
flavino-mono-oxigenases eram posicionadas em rotas metabólicas diferentes. Entretanto, estudos 
recentes indicaram que essas duas enzimas fazem parte da principal via de produção de AIA nas 
plantas. A TAA converte o triptofano em Indol-3-piruvato (IPA), que é convertido em AIA pela 
YUC (Figura 3) (Zhao, 2012; Zhao, 2014; Won et al. 2011; Mashiguchi et al. 2011; Yue et al. 
2014). Por fim, foi observado por Nishimura et al. (2014) que a substância conhecida como 
Yucasin [5-(4-clorofenil)-4H-1,2,4-triazol-3-tiol] é um inibidor competitivo de IPA, impedindo a 
descarboxilação deste pela YUC. Por inibir de forma sinérgica a produção de AIA por esta via e o 
crescimento da planta, o Yucasin pode ser usado em estudos de modulação da produção de AIA 








Figura 33. Via de biossíntese de auxinas dependente 
de triptofano em plantas. A primeira etapa é catalisada 
pelas TAAs que transferem o grupo amino do Trp 
para um ácido ceto-alfa, como o piruvato, para formar 
o IPA e outro aminoácido. A segunda etapa é uma 
reação dependente de NADPH e oxigênio que tem 
como produtos CO2, H2O e AIA. Essa reação é 
catalisada pelas YUC flavina-mono-oxigenases. 
Adaptada de Zhao (2012). 
 
 
Além das plantas, bactérias e fungos 
também são capazes de produzir AIA a partir 
de vias dependentes de Trp (Zhao, 2010; Yue 
et al. 2014). Nesse contexto, não se sabe se e 
como as vias metabólicas de plantas e 
bactérias estão relacionadas, pois foram achadas tanto similaridades quanto diferenças em nível 
molecular nas vias de produção de AIA por plantas e bactérias. Em relação à biossíntese desse 
hormônio por fungos, essa parte continua pendente de mais estudos. Assim, apesar da importância 
desse hormônio no desenvolvimento das plantas, nosso conhecimento sobre a evolução das vias 
biossíntese de auxinas pelas plantas continua limitada (Yue et al. 2014). 
Muito desse desconhecimento sobre a evolução da biossíntese das auxinas foi causada pela 
falta de conhecimento da via de produção de AIA por si só. Muitos caminhos foram sugeridos ao 
longo dos anos (Yue et al. 2014). Entretanto, a recente descoberta da via TAA/YUC para produção 
de AIA a partir de Trp e que essa é a principal via de produção em plantas (Won et al. 2011; 
Mashiguchi et al. 2011) permitiu uma nova análise sobre a origem da via de produção das auxinas 
nas plantas. Um fato interessante é que em algas marrons foram encontrados vários genes 
homólogos aos genes de planta para a biossíntese de AIA. Isso sugere a possibilidade desse 
hormônio ser produzido em várias linhagens de algas (Yue et al. 2014; ver Refs 15-16 dessa 
revisão para maiores detalhes), e inclusive já era conhecido que homólogos dos genes envolvidos 
no transporte das auxinas e o do seu receptor estavam presentes nas algas verdes (Yue, 2017). 
Entretanto, outros componentes da maquinaria de resposta às auxinas, como o Fator de Resposta 
às Auxinas (ARF), são específicos das plantas terrestres. Apesar disso, vários genes homólogos da 





uma origem mais antiga da via de produção de AIA. Assim, tomando por base a via metabólica 
composta pelas famílias gênicas das Triptofano amino-transferases de Arabidopsis (TAA) e das 
YUC flavinas mono-oxigenases (YUC) para produção de AIA a partir de Trp (Figura 4), Yue et 
al. (2014) fizeram estudos filogenéticos para verificar as origens dessas duas enzimas. Segundo 
esses autores, os genes codificantes das TAAs estão relacionados a homólogos em eucariotos 
fotossintéticos secundários (ex.: coanoflagelados e seus parentes próximos apusozoários e 
ichthyosporos) que não produzem AIA, que é consistente com o fato deles não possuírem genes 
homólogos da YUC relacionada com a síntese de AIA. Por outro lado, Yue et al. (2014) 
encontraram homólogos da família de genes YUC em bactérias e em alguns eucariontes, entre eles 
algas marrons e algas verdes clorofiladas. Entretanto, os mesmos autores não encontraram homólogos 
de YUC em carófitas, que é o grupo de algas verdes mais próximo das plantas terrestres. A explicação 
mais aceitável para esse fato, segundo estes pesquisadores, é de que as YUCs necessárias para a 
produção de AIA foram adquiridas pelo ancestral comum das plantas terrestres por transferência 
horizontal de genes a partir de bactérias. Assim, para esses autores, a origem mosaica dessa via de 
produção indica que essa via é uma inovação das plantas terrestres, assim como a importância da 
transmissão lateral de genes na geração e optimização de novidades evolutivas nos eucariotos. 
Após entrarem nas células, as auxinas desencadeiam um conjunto de respostas celulares 
mediadas por um grupo de proteínas presentes no núcleo da célula vegetal. O receptor de auxina, 
TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 (TIR1), interage com a proteína Culina (em inglês, 
Cullin), com a Arabidopsis SKP1 (ASK1/ASK2) uma proteína quinase tipo SKP1 (em inglês S-
phase kinase-associated protein) e com a proteína com domínio em anel RBX1(sigla em inglês 
para Ring Box 1) para formar o complexo do tipo SCF (SKP – Culina – F-box) com atividade de 
ubiquitina ligase (Moon et al. 2004; Bishopp et al. 2006). Esse tipo de complexo transfere uma 
ubiquitina para a proteína alvo, o que marca esta para ser degradada pelo proteossomo 26S. O 
complexo SCFTIR1, quando ligado à auxina, marca para degradação um conjunto de reguladores 
de transcrição dependentes de auxina (Aux/IAA). Esses reguladores de transcrição, na ausência de 
auxina, reprimem a atividade transcricional de FATORES DE RESPOSTA A AUXINA (AUXIN 
RESPONSE FACTORS – ARF, em inglês). Assim, na presença da auxina, a Aux/IAA é marcada 
para degradação pelo complexo SCFTIR1, o que libera ARF para promover a transcrição dos genes 






Figura 4. Mecanismo de ação das auxinas em plantas. (A) Em baixas concentrações de auxinas, a 
transcrição dos genes de resposta à auxina é bloqueada pela Aux/IAA. (B) Em altas concentrações 
de auxina, em Arabidopsis, esta se liga ao complexo SCFTIR1 pela TIR1. A ligação da auxina no 
complexo estimula a interação desse com a Aux/IAA. SCFTIR1 marca Aux/IAA para degradação 
por meio da ubiquitinação, que é feita pelo proteossoma 26S. Essa destruição libera as ARFs de 
seus repressores. Adaptada de Bishopp et al. 2006. 
 
1.5.Transcritoma e o sequenciamento do RNA (RNA–seq): 
Transcritoma é o conjunto formado por todos os transcritos de uma célula em um estágio 





é essencial para se compreender os elementos funcionais do genoma e seus constituintes, além de 
permitir estudar os estágios do desenvolvimento de dado organismo e aspectos relacionados a 
doenças. O estudo do transcritoma tem por objetivos (Wang et al. 2009): 
• Catalogar os tipos de transcritos (RNA mensageiro, RNA não codante, pequenos 
RNAs, etc); 
• Determinar a estrutura transcricional dos genes (por exemplo: sítios de início da 
transcrição, padrão de “splicing” e edição do RNA); 
• Quantificar as mudanças nos níveis de expressão de cada transcrito durante o 
desenvolvimento ou sob determinada condição. 
Dentre as tecnologias usadas para se estudar o transcritoma, a mais recente é a técnica de 
sequenciamento de RNA (RNA–seq). Essa técnica surgiu a partir do desenvolvimento de uma 
nova técnica de sequenciamento de DNA com alto rendimento. Nessa metodologia, uma 
população de RNA é convertida em uma biblioteca de fragmentos de cDNA com adaptadores 
ligados em ambas ou somente uma das extremidades do mesmo. Depois, cada fragmento, com ou 
sem amplificação prévia, é sequenciado e se obtém pequenas sequências. O sequenciamento é feito 
a partir de uma das extremidades (single-end sequencing) ou de ambas (pair-end sequencing). As 
leituras apresentam comprimento de 30 a 400 pares de bases (pb), dependendo da tecnologia de 
sequenciamento de DNA usada. As vantagens dessa metodologia frente às anteriores são (Wang 
et al. 2009): 
• Diferentemente das metodologias baseadas em hibridização, RNA-seq não necessita 
de prévio sequenciamento do genoma do organismo sob estudo; 
• RNA-seq pode revelar de forma precisa onde se localiza os limites dos transcritos com 
a resolução de 1 pb; 
• RNA-seq também pode ajudar a identificar variações na sequência (por exemplo, 
polimorfismo de nucleotídeo único ou, em inglês, single nucleotide polymorphism – 
SNP) nas regiões transcritas. 
Recentemente, com o auxílio dessa técnica, se começou a estudar a expressão de 
organismos que interagem no ambiente, em relações como o comensalismo, mutualismo e 
hospedeiro-patógeno (Wolf et al. 2018). A esse tipo de experimento que analisa, de forma 
simultânea, o transcritoma de ambos os organismos durante a interação e como estes influenciam 
a expressão um do outro, se deu o nome de Dual RNA-seq ( Westermann et al. 2012; Westermann 
et al. 2016; Westermann and Vogel, 2018). Os experimentos de Dual RNA–seq são compostos 





I. Execução do experimento onde dois ou mais organismos interagem; 
II. Extração do RNA total, que contém RNA de ambos os organismos sob estudo; 
III. Sequenciamento das bibliotecas de cDNAs geradas a partir das amostras de RNA total 
obtidas; 
IV. Controle de qualidade e trimagem das sequências; 
V. Mapeamento das sequências contra os genomas de referência; 
VI. Determinação da quantidade de “reads” por gene; 
VII. Identificação dos genes que estão sendo diferencialmente expressos nas condições do 
experimento. 
As etapas de I a III correspondem às etapas de construção das bibliotecas e as demais 
correspondem ao processamento e análise dos dados obtidos. A etapa mais complicada neste tipo 
de análise é a separação in silico das sequências de cada organismo. Essa separação ocorre durante 
o mapeamento e pode ser feita usando duas técnicas de análise diferentes: sequencial e combinada 
(Wolf et al. 2018; Westermann et al. 2012; Westermann et al. 2016; Westermann and Vogel, 2018; 
Aprianto et al. 2016; Daly et al. 2017; Camilios-Neto et al. 2014; Pankievicz et al. 2016; 
Verwaaijen et al. 2017).  
A análise sequencial consiste em mapear a biblioteca de cDNA primeiro contra o genoma 
de referência de um dos organismos. As sequências que não mapearem no primeiro genoma são 
consideradas como pertencentes ao outro organismo. Assim, essas sequências são mapeadas contra 
o outro genoma de referência (Verwaaijen et al. 2017; Packard et al. 2017; Camilios-Neto et al. 
2014). Variantes desse método são a análise paralela e a combinada. Na primeira, a biblioteca é 
mapeada contra ambos os genomas de referência (Westermann et al. 2012; Westermann et al. 
2016; Westermann and Vogel, 2018). Na análise combinada, as bibliotecas são mapeadas contra 
um genoma de referência quimérico, contendo ambos os genomas (Aprianto et al. 2016). Em 
ambos os casos, as sequências que alinham em ambos os genomas são eliminadas, pois não há 
consenso sobre o uso ou descarte dessas sequências.  
Outro fato a se considerar quando da análise das bibliotecas oriundas de experimentos de 
Dual RNA–seq é como serão tratadas as sequências que alinham em mais de um local. Essas 
sequências podem ser de dois tipos: as que alinham em mais de um local no genoma e as que 
alinham em mais de um genoma. As sequências que podem alinhar em mais de um local no genoma 
de referência (Conesa et al. 2016) ou em ambos os genomas de referência (mapeamento cruzado) 
(Westermann et al. 2012; Westermann and Vogel, 2018) são chamadas de “multireads”. De acordo 





genoma (“multireads” genômicos) são principalmente devidas a sequências repetidas ou domínios 
compartilhados por genes parálogos no genoma. Essas sequências correspondem a uma fração 
significante das sequências mapeadas e, por isso, não devem ser descartadas (Conesa et al. 2016), 
sob pena de se perder informação sobre a expressão gênica, caso sejam eliminadas. Com relação 
às sequências que podem alinhar em mais de um genoma, deve-se levar em consideração o fato 
que procariotos e eucariotos que vivem no mesmo ambiente e interagem entre si podem trocar 
sequências de DNA através da Transferência Horizontal de Genes (HGT –Horizontal Gene 
Transfer, em inglês). Esse fato deve ser levado em conta, uma vez que há evidências de que DNA 
pode ser transferido de bactérias para eucariotos (Husnik and McCutcheon, 2017; Quispe-
Huamanquispe, Gheysen and Kreuze, 2017) e de plantas para bactérias (Pontiroli et al. 2009). 
Dessa forma, a existência de similaridades entre algumas das sequências de ambos os genomas é 
esperada. Essas similaridades podem dificultar a atribuição correta da sequência ao genoma de 
referência. Por essa razão, segundo Wolf e colaboradores (2018), no caso de bibliotecas formadas 
pelos transcritos de dois ou mais organismos a análise combinada é a mais recomendada, pois 
permite à ferramenta de mapeamento analisar em qual genoma de referência a sequência alinha 
melhor. 
Assim, dada a importância da cultura do milho e da necessidade de se compreender melhor 
como ocorre a interação entre este e a PGPB Azospirillum barsilense se realizou o estudo 
apresentado nesta tese de doutoramento. Esse estudo foi desenvolvido para entender melhor como 







2. Objetivo Geral 
Analisar os efeitos na expressão gênica durante a interação de milho (Zea mays) com 
Azospirillum brasilense durante a inibição da produção do Ácido Indol-3-Acético pela planta. 
 
2.1.Objetivos Específicos 
1) Desenvolver de uma metodologia para a análise de bibliotecas de RNA compostas por dois 
ou mais organismos. 
2) Avaliar a alteração da expressão gênica de plântulas de milho e da bacteria Azospirillum 
brasilense em condições de inoculação planta-bactéria e na presença de um inibidor da via 
de síntese de Ácido-Indol-3-Acético (Yucasin) em amostras de raízes. 
 
3. Material, Métodos e Resultados: 
 
Os materiais e métodos, e resultados serão apresentados no formato de artigo nos próximos 
dois tópicos. O artigo 1 foi submetido à revista Genetics and Molecular Biology, dessa forma 
foi escrito e apresentado de acordo com as normas desta revista. O artigo 2 será submetido à 
revista Molecular Plant – Microbe Interactions e por isso foi escrito e apresentado de acordo 
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5. Artigo 2: The genetic interaction between Azospirillum brasilense and maize during the 










6. Análise Complementar 
 





O milho é uma das culturas mais importantes para alimentação humana e animal. Segundo a 
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2016), em 2016, o Brasil 
apresentou a 3a maior produção mundial. Dada a importância nutricional e econômica desta cultura, 
pesquisar formas de aumentar sua produção se faz necessária. Uma alternativa para se aumentar a 
produção desta cultura sem aumento na adição de nitrogênio é o uso de bactérias promotoras de 
crescimento vegetal (PGPB). Essas bactérias são capazes de estimular um maior crescimento 
vegetal por meio da fixação biológica de nitrogênio (FBN), da produção de fitormônios, vitaminas 
e fatores de crescimento, que estimulam o crescimento e a produção das plantas (Babalola, 2010; 
Hungria et al. 2010; Bashan and de-Bashan, 2010). 
Apesar de já estar bem estabelecido o benefício de Azospirillum para as plantas, pouco é 
sabido em relação à expressão gênica dos organismos durante a interação. Para lançar um pouco de 
luz nessa relação e como o AIA produzido pela bactéria influencia a planta, estudamos as alterações 
no transcritoma da planta e da bactéria durante na presença de Yucasin, que é um potente inibidor 
competitivo na planta da conversão de AIP em AIA pela via TAA/YUC.  
O primeiro desafio desse trabalho foi separar os transcritomas dos dois organismos que 
estavam interagindo, uma vez que as amostras de RNA continham materiais tanto do milho como 
da bactéria. A literatura recomenda que essa separação seja feita in silico, durante a fase de 
mapeamento dos mRNA (Wolf et al. 2018). Para tanto, há duas metodologias que podem ser 
escolhidas: sequencial e combinada. Apesar de Wolf et al. (2018) recomendarem a segunda 
alternativa, por permitir que o programa de mapeamento defina em qual dos genomas a sequência 
irá se alinhar de forma mais eficiente, a análise sequencial ainda é a mais usada na maioria dos 
trabalhos de Dual RNA-seq (Kovalchuk et al. 2019; LaMonte et al. 2019; Mateus et al. 2019; 
Montoya et al. 2019; Mutha et al. 2019). Acreditamos que isso ocorra devido ao fato de que, para 
se criar uma referência concatenada com os genomas dos organismos presentes na amostra, para 
que os programas de mapeamento mais utilizados possam usá-la no mapeamento, é necessário um 
conhecimento mais apurado de programação. Aprianto et al. (2016), por exemplo, adicionaram o 
genoma de Pseudomonas como um cromossomo extra no genoma de referência de Homo sapiens, 
fato que exigiu um conhecimento mais aprofundado de bioinformática. Para contornar esse 
problema, desenvolvemos uma abordagem de mapeamento combinada, usando o programa CLC 
Genomics Workbench, utilizando bibliotecas de RNA disponíveis em bancos de dados públicos e 
de um experimento conduzido no nosso laboratório. Graças às características do programa, 
realizamos a separação in silico durante a etapa de mapeamento dos reads obtidos. Durante essa 




etapa foi usado um arquivo contendo os dois genomas de referência, que foram previamente 
concatenados usando o terminal do Linux. Depois de mapeados, o programa nos permitiu extrair as 
sequências que mapearam em cada genoma (Capítulo 1, Figura S3). Feito isso, cada biblioteca pode 
ter suas sequências contadas usando o genoma de referência com as respectivas anotações.  
Nossos resultados mostraram que a metodologia combinada é, de fato, a melhor opção para 
análises de dados de Dual RNA-seq, visto que devido ao uso dela houve a diminuição do número de 
reads que mapearam cruzado. Além disso essa abordagem oferece uma alternativa para a realização 
deste procedimento em um ambiente amigável ao usuário e sem a necessidade de grandes 
habilidades na área da programação.  
Uma vez definida a forma de análise, foram realizados os isolamentos dos RNAs totais e as 
bibliotecas de cDNA obtidas foram sequenciadas. As sequências foram mapeadas contra os 
respectivos genomas de referência e os loci em que essas sequências mapearam foram determinados. 
Por fim, foram identificados, entre os loci que tiveram sequências atribuídas a eles, os genes 
diferencialmente expressos entre os grupos experimentais. Dessa análise foram identificados genes 
diferencialmente expressos no milho que codificam proteínas envolvidas na resposta a estresses 
bióticos e abióticos e envolvidas na síntese e resposta a fito-hormônios.  
Da análise dos genes envolvidos na resposta e síntese de fito-hormônios foram identificados 
genes pertencentes às vias do ácido abscísico (ABA) e das giberelinas (GA). Com relação à via de 
resposta ao ABA, foram identificados três genes diferencialmente expressos. Com base na análise 
da expressão desses genes, elaboramos uma proposta de como a presença de A. brasilense na planta 
melhora a resposta dessa ao estresse abiótico (Capítulo 2, Figura 4). Também foi identificado um 
gene que codifica o receptor de GA GID1L2 (GIBBERELLIN-INSENSITIVE DWARF1). Esse 
receptor, quando está ligado à GA, se liga à proteína DELLA, marcando-a para degradação pelo 
proteassoma 26S (Hirano et al. 2008). A expressão do gene GID1L2 em ambas as situações em que 
ele foi identificado (grupos II e IV em relação ao grupo I) estava reprimida. No grupo IV, onde 
também havia a presença de Azospirillum, a repressão foi uma ordem de grandeza menor. Na 
comparação do grupo IV com o grupo I também foi identificado que o gene que codifica a 
Gibberellin 20-oxidase 4 (GA20oxi4), que, apesar de ter um valor válido de p-adjustado, esse gene 
apresentou um valor de expressão muito próximo do limite estabelecido por nós, ficando em 1,9. 
Com base nas expressões observadas para esses dois genes e pelo fato de que A. brasilense sintetiza 
AIA durante a interação com a planta (Duca et al. 2014), podemos sugerir que a auxina produzida 
pela bactéria de alguma forma estimulou a síntese de GID1L2, visto que na comparação do grupo 
que somente recebeu Yucasin (grupo II), essa repressão foi mais forte do que no grupo que recebeu 




Yucasin na presença da bactéria (grupo IV). Com relação ao observado para o gene ZmGA20ox4, 
levando em consideração que a presença da bactéria e de Yucasin estimulou a síntese de ABA 
(Capítulo 2, figura 4), podemos supor que, com base no que postula Hirano et al. (2008), o ABA 
produzido interagiu com DELLA, estabilizando-a, e, assim, permitiu a expressão de ZmGA20ox4. 
Estes dois genes não foram incluídos na discussão do artigo no segundo capítulo devido ao fato de 
que novas análises são necessárias para confirmar nossas observações para ZmGA20ox4.  
Com relação aos genes envolvidos na resposta a estresses bióticos e abióticos, vale destacar 
a expressão dos genes TYFY 3B e WIN1. Ambos, quando analisamos o grupo que somente recebeu 
a bactéria (III) contra o grupo controle (I), estavam reprimidos. Isso indica que, de alguma forma, a 
presença de A. brasilense reprimiu a expressão desses genes. Como eles estão relacionados com a 
resposta a estresses bióticos podemos supor que sua repressão facilita a colonização da planta pela 
bactéria. 
Em nossas análises também foi identificado o gene que codifica o receptor GASSHO 1 
(GSO1). Esse receptor é um tipo de quinase receptora rica em resíduos de leucina (leucine-rich 
repeat receptor-like kinase – LRR-RLK). Esse gene foi identificado em mutantes de Arabidopsis e 
atua junto com GSO2 (Tsuwamoto et al. 2008). Um duplo mutante para esses genes apresentou 
diversos danos na raiz, entre eles, o aumento da permeabilidade da epiderme das raízes (Racolta et 
al. 2014; Tsuwamoto et al. 2008). Como não foram observadas alterações na expressão de GSO2 e 
como GSO1 estava reprimido somente nos grupos que em que havia a presença da bactéria, 
postulamos que esse receptor possa estar envolvido na facilitação das trocas de substâncias entre a 
planta e a bactéria. Esse envolvimento pode se dar através do aumento da permeabilidade celular 
sem, contudo, haver dano ao crescimento das raízes, como observado por Racolta et al. (2014), visto 
que o grupo III apresentou tamanho de raiz compatível com os tamanhos de raízes das plantas dos 
grupos I e IV. As raízes das plantas do grupo IV, inclusive, apresentaram crescimento maior que 
aquelas dos grupos I e II (Capítulo 2, Figura 2A). 
Por fim, vale destacar que, graças à abordagem de análise conjunta desenvolvida nesse 
trabalho, foi possível a detecção de genes diferencialmente expressos em A. brasilense. Apesar da 
quantidade de genes detectados ter sido pequena, os genes identificados indicaram que a bactéria 
estava ativa. Essa pequena quantidade de genes detectados provavelmente ocorreu porque antes de 
se preparar as bibliotecas de cDNA para o sequenciamento foi usado um kit para a remoção de 
rRNA exclusivo para plantas (RiboMinus™ Plant Kit for RNA-Seq - Invitrogen). Muito 
provavelmente esta estratégia não foi suficiente para eliminar o rRNA bacteriano. Levantamos essa 
hipótese porque, segundo Petrova et al. (2017), a quantidade de rRNA é muito maior que a de 




mRNA nas amostras bacterianas e a metodologia de remoção utilizada pode alterar a qualidade 
dessa remoção e, consequentemente, afetar as subsequentes análises. Isso foi observado em nossas 
amostras na medida em que a maior parte das sequências bacterianas alinharam em regiões 
correspondentes aos genes codificadores de rRNA. Assim, para futuros estudos de Dual RNA-seq 
que envolvam a interação eucarionte – procarionte recomenda-se que, antes de se preparar o cDNA, 
sejam realizadas duas etapas de depleção para remover tanto rRNA procarionte quanto eucarionte, 
a fim de aumentar a eficiência no sequenciamento do mRNA bacteriano. 
 




8. Conclusões Finais e Perspectivas 
Na primeira parte deste trabalho foi aprimorada uma abordagem de análise que foi 
posteriormente utilizada para analisar as bibliotecas de cDNA obtidas. Dessa parte do trabalho foi 
possível concluir que em experimentos de Dual RNA-seq, que são formados por sequências de RNA 
de dois ou mais organismos, é preferível o uso da metodologia combinada para analisar esses dados. 
A metodologia sequencial pode levar a erros de sub e/ou super-estimação da expressão de genes em 
cada um dos organismos a depender de qual deles foi usado primeiro no mapeamento. Outro 
resultado obtido foi mostrar uma forma de executar esta metodologia em um ambiente amigável 
para o usuário e que demanda pouco conhecimento de informática para ser realizada. 
Na segunda parte do trabalho foi estudada a interação entre Z. mays e A. brasilense FP2 
durante a inibição da produção de AIA pela planta causada pelo composto Yucasin. Com base nos 
dados fisiológicos obtidos foi possível observar que os efeitos benéficos de A. brasilense FP2 foram 
capazes de reverter o fenótipo das raízes de milho causado pelo Yucasin (Capítulo 2, Figura S2-D). 
Da análise dos dados de expressão gênica foi possível concluir que a presença de A brasilense 
provavelmente melhorou a resposta da planta a estresses abióticos, através da via de resposta 
dependente de ABA. Também foi observado, na presença somente da bactéria, que os genes que 
codificam o fator de transcrição TYF 3B e a proteína WIN1, envolvidos na resposta a estresse biótico, 
estavam com sua expressão reprimida. Concluímos que, de alguma forma, a presença da bactéria 
causou esta repressão, o que, provavelmente, facilitou a colonização da planta pela bactéria.  
Por fim, identificamos que um dos genes da via de síntese de GA estava com sua expressão 
estimulada, mas abaixo dos parâmetros usados no nosso experimento. Entretanto, esse valor estava 
somente 0,1 ponto abaixo do limite, o que nos leva a crer que esse estímulo poderia corresponder à 
realidade. Também foram identificados em nossas análises um total de 55 genes não caracterizados 
em todas as situações experimentais.  
Como tivemos mais de 170 genes diferencialmente expressos entre genes de milho e de 
Azospirillum (Capítulo 2, Tabelas S1 e S2), análises complementares desses genes já estão sendo 
realizadas. Foram realizados até o presente momento o teste de enriquecimento para perfis 
funcionais de categorias ontológicas gênicas (GO) e o teste de enriquecimento das vias metabólicas 
usando o banco de dados KEGG (Tabelas Suplementares 1 e 2). Análises preliminares indicam que 
parte deles mapearam em rotas metabólicas e em categorias ontológicas, especialmente na de 
processos biológicos (Tabela Suplementar 2).  
As próximas etapas envolverão a realização de análises complementares por PCR em tempo 
real do gene Zm20ox4 e de outros da via das GA para comprovar os resultados apresentados. 




Também serão finalizadas as análises dos testes de GO e de rotas metabólicas. Finalmente, alguns 
dos genes não caracterizados serão investigados. Será dada especial atenção nos DEGs não 
caracterizados identificados na comparação do grupo com a bactéria (III) com o grupo I. Com 
exceção de um, todos os demais DEGs não caracterizados estavam reprimidos nessa comparação. 
 
 




8. Tabelas suplementares 
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